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This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention ^ 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 
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International application No. 

PCT/FR00/00393 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
| | the international application as originally filed 

[XI the description: 

pages 1-23 

pages 

pages ' 



, as originally filed 



, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-43 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages. 

pages 



1/4-4/4 



, as originally filed 



, filed with the demand 



, filed with the letter of 



| | the sequence listing part of the description: 

pages . 

pages . 

pages 



, as originally filed 



_ , filed with the demand 



, filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

| | the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1 (b)). 
1 | the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

1 1 the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

1 1 contained in the international application in written form. 

| | filed together with the international application in' computer readable form. 

1 | furnished subsequently to this Authority in written form. * * * ; 

| 1 furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

| 1 The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



□ 
□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

1 1 the description, pages 

I 1 the claims, Nos. 

I 1 the drawings, sheets/fig ■ 



I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
' — ' beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70 J 6 
and 70. J 7). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item J and annexed to this report. 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been jurnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.) : 



1. The sequence listing as originally filed (pages 1 
to 4 ) is among the documents taken into 
consideration in establishing the present report. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 



citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 

Novelty (N) Claims 1-4 3 YES 

Claims No 

Inventive step (IS) Claims 1-4 3 YES 

Claims NO 

Industrial applicability (IA) Claims 1 - 4 3 YES 

Claims NO 

2. Citations and explanations 



1. Reference is made to the following document: 

Dl: FR-A-2 748 47 6 (PIERRE FABRE MEDICAMENT) 14 
November 1997 (1997-11-14.) 

2. The document "Kim S. K. et al., Journal of 
Immunology, vol. 162, no. 11, pages 6855-66, 1999", 
which is cited as a "P" document in the 
international search report, is not part of the 
prior art under the terms of PCT Article 33(2), 
since the priority date claimed is valid. 

3. Since the special combination of features in claim 1 
is not disclosed in the prior art, the subject 
matter of said claim is considered to be novel (PCT 
Article 33 (2) ) . 

4. Furthermore, the subject matter of claim 1 involves 
an inventive step (PCT Article 33(3)) for the 
following reasons : 

The closest prior art is considered to be document 
Dl. 

Document Dl discloses the use of OmpA protein 
fragments as a carrier protein coupled to an 
Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 
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oligosaccharide or polysaccharide epitope naturally 
present in pathogens in order to form immunogenic 
complexes that transform said epitope into T- 
dependent immunogens (see page 5, lines 26-34 and 
page 8, lines 12-15) . 

The subject matter of claim 1 differs from Dl in 
that the OmpA protein is used to generate or 
increase a cytotoxic T cell response. 
The technical effect of this difference is an 
enhanced immune response to infectious agents or 
tumour cells. 

Therefore, the technical problem to be solved 
appears to be that of preparing a pharmaceutical 
composition effective against infectious agents or 
■ tumour cells . 
The technical problem has been solved by showing 
that protein OmpA has the property of eliciting a 
cytotoxic T cell response to a molecule optionally 
covalently associated therewith. 

Since no such property is disclosed or suggested in 
the prior art ( PCT Article 733 (2 )) , the subject 
matter of claim 1 as well as dependent claims 2 to 

24 is considered to involve an inventive step (PCT 
Article 33 (3) ) . 

5. Since the special combination of features in claim 

25 is not disclosed in the prior art, the subject 
matter of said claim is considered to be novel (PCT 
Article 33 (2) ) . 

6. Furthermore, the subject matter of said claim 25 
involves an inventive step (PCT Article 33(3)) for 
the following reasons : 

The closest prior art is considered to be document 
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Dl. 

Document Dl describes pharmaceutical compositions 
including antigen complexes (see page 11, lines 18- 
23) characterised by an OmpA protein fragment 
combined with an oligosaccharide or polysaccharide 
epitope naturally present in pathogens (see page 5, 
lines 26-34 and page 8, lines 12-15) - The epitopes 
can be prepared from a bacteria or fungus (page 6, 
lines 1-11) . 

The subject matter of claim 25 differs from Dl in 
that the OmpA protein is associated with an antigen 
or a hapten associated therewith or specific to a 
tumour cell. The technical effect of this difference 
is that an antitumour response is stimulated. 
Therefore, the technical problem to be solved 
appears to be that of providing a pharmaceutical 
composition for treating tumours. 

The technical problem has been solved by showing 
that protein OmpA has the property of eliciting a 
cytotoxic T cell response to a molecule optionally 
covalently associated therewith. Therefore, the 
combination of at ! least. one antigen or a hapten 
associated therewith or specific to a tumour cell, 
with an OmpA protein enables the generation of 
cytotoxic T cells capable of recognising and 
destroying tumour cells. 

Since no such combination is disclosed or suggested 
in the prior art ( PCT Article 33 ( 2 )) , the subject 
matter of claim 25 as well as dependent claims 26 to 
4 3 is considered to involve an inventive step (PCT . 
Article 33 (3) ) . 

7. There are no uniform criteria in the PCT for 

determining whether claims 1 to 24 are industrially 
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applicable. Patentability may also be dependent on 
the way in which the claims are worded. Therefore, 
the European Patent Office does not consider the 
subject matter of use claims relating to the medical 
use of a compound to be industrially applicable. 
However, claims relating to a known compound, for a 
first medical use, will be accepted, as will claims 
relating to the use of such a compound for producing 
a drug with a view to a novel medical treatment. 
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VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

1. Contrary to the requirement of PCT Rule 5.1(a) (ii), 
the relevant prior art disclosed in document Dl has 
not been indicated in the description, nor has this 
document been cited. 
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RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire 

340559/17921 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/i PEA/4 16) + 


Demande intemationale n° 
PCT/FR00/00393 


Date du depot international (jour/mois/ann£e) 
17/02/2000 


Date de priority (jour/mois/annee) 
17/02/1999 


Classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
A61K39/00 


Deposant 

PIERRE FABRE MEDICAMENT et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a ('article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
Tadministration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et ('instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

- Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


IS 


VIII 


□ 



d'apptication industrielle 



Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'appiication industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



Irregularites dans la demande intemationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
Internationale 

11/09/2000 



Date d'achevement du present rapport 
23.11.2000 



Nom et adresse postale de ('administration chargee de 
Texamen preliminaire international: 
Office europ6en des brevets 

D-80298 Munich 
___ Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autorise 
Jacques, P 

N° de telephone +49 89 2399 8934 



J 
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I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (/es feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a /'article 14 sont considerees dans ie present 
rapport comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70.17).) : 

Description, pages: 

1-23 version initiale 

Revendications, N°: 

1 -43 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/4-4/4 version initiale 

2. En ce qui concerne la iangue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de ('administration ou 
lui ont ete remis dans la Iangue dans laquelle la demande internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la Iangue suivante: , qui est : 

□ la Iangue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1 (b)). 

□ la Iangue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la Iangue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a ('administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a £te fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a et6 fournie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 
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□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilies : 

5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 
comme allant au-dela de ('expose de invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres (regie 
70.2(c)): 

(Toute feuil/e de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas echeant : 
voir feuitle separee 

V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute Oui : Revendications 1-43 

Non : Revendications 

Activite inventive Oui: Revendications 1-43 

Non : Revendications 

Possibilite d'application industrielle Oui : Revendications 1-43 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VII. Irregularites dans la demande internationale 

Les irregularites suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande internationale, ont §t6 constat^es : 
voir feuille separee 
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Concernant le point I 
Base de I'opinion 

1. La liste des sequences telle que deposee a I'origine (page 1 a 4) fait partie des 
documents pris en consideration pour Petablissement de ce rapport. 

Concernant le point V 

Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'activit' 
inventive et la possibility d'application industrielle; citations et explications a 
I'appui de cette declaration 

1 . II est fait reference au document suivant: 

D1: FR-A-2 748 476 (PIERRE FABRE MEDICAMENT) 14 novembre 1997 (1997- 
11-14), 

2. Le document "Kim S.K. et a!., Journal of Immunology, vol. 162, N° 11, pp 6855-66, 
1999" cite comme document "P" dans le rapport de recherche international, ne fait 
pas parti de I'etat de la technique au sens de TArticle 33(2) PCT, la date de priorite 
revendiquee etant valide. 

3. La combinaison particuliere des caracteristiques de la revendication 1 n'etant pas 
revelee dans I'art anterieur, I'objet de ladite revendication est considere comme 
nouveau au sens de PArticle 33(2) PCT. 

4. De plus I'objet de la revendication 1 implique une activite inventive au sens de 
I'Article 33(3) PCT pour la raison suivante: 

L'etat de la technique le plus proche est considere etre le document D1 . 
Ce document D1 revele Tutilisation de fragments d'une proteine de type OmpA en 
tant que proteine porteuse couplee a un epitope oligo-ou polysaccharidique 
naturellement present dans des agents pathogenes pour former des complexes 
immunogenes transformant ledit epitope en immunogene T dependants (voir la page 
5, lignes 26 a 34 et la page 8, lignes 12 a 15). 

L'objet de la revendication . 1 differe de D1 dans le fait que la proteine OmpA est 
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utilisee pour generer ou accroitre une reponse T cytotoxique. 

L'effet technique de cette difference resulte dans I'amelioration de la reponse 

immunitaire contre des agents infectieux ou des cellules tumorales. 

Le probleme technique a resoudre apparait done comme la preparation d'une 

composition pharmaceutique efficace contre des agents infectieux et des cellules 

tumorales. 

Le probleme technique a ete resolu par la mise en evidence que la proteine OmpA 
a la propriete d'eliciter une reponse T cytotoxique contre une molecule qui lui est 
associee de maniere covalente ou non. 

Une telle propriete n'etant pas revelee ni suggeree dans Tart anterieur tel que defini 
par I'Article 33(2) PCT, I'objet de la revendication 1 , ainsi que des revendications 
dependantes 2 a 24, est consideree comme impliquant une activite inventive au sens 
de I'Article 33(3) PCT. 

5. La combinaison particuliere des caracteristiques de la revendication 25 n'etant pas 
revelee dans I'art anterieur, I'objet de ladite revendication est considere comme 
nouveau au sens de PArticle 33(2) PCT. 

6. De plus I'objet de ladite revendication 25 implique une activite inventive au sens de 
l'Article 33(3) PCT pour la raison suivante: 

L'etat de la technique le plus proche est considere etre le document D1 . 

Ce document D1 revele des compositions pharmaceutiques comprenant des 

complexes antigeniques (voir la page 11, lignes 18 a 23) caracterises par un 

fragment d'une proteine de type OmpA associe a un epitope oligo-ou 

polysaccharidique naturellement present dans des agents pathogenes (voir la page 

5, lignes 26 a 34 et la page 8, lignes 12 a 15). Ces epitopes pouvant etre obtenus a 

partir d'une bacterie ou d'un champignon (page 6, lignes 1 a 11) 

L'objet de la revendication 25 differe de D1 dans le fait que la proteine OmpA est 

associee a un antigene ou un haptene associe ou specifique d'une cellule tumorale. 

L'effet technique de cette difference resulte dans la stimulation d'une reponse 

antitumorale. 

Le probleme technique a resoudre apparait done comme la mise au point d'une 
composition pharmaceutique permettant le traitement de tumeurs. 
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Le probleme technique a ete resolu par la mise en evidence que la proteine OmpA 
a la propriete d'eliciter une reponse T cytotoxique contre une molecule qui lui est 
associee de maniere covalente ou non. Ainsi, I'association d'au moins un antigene 
ou un haptene associe ou specifique d'une cellule tumorale avec une proteine OmpA 
va permettre la generation de lymphocytes T cytotoxiques capables de reconnaTtre 
et de detruire les cellules tumorales. 

Une telle association n'etant pas revelee ni suggeree dans I'art anterieur tel que 
defini par I'Article 33(2) PCT, I'objet de la revendication 25, ainsi que des 
revendications dependantes 26 a 43, est considere comme impliquant une activite 
inventive au sens de I'Article 33(3) PCT. 

7. II n'existe pas de critere unifie dans les Etats parties au PCT pour determiner si les 
revendications 1 a 24 sont susceptibles d'application industrielle. La brevetabilite 
peut aussi dependre de la maniere dont les. revendications ont ete formulees. Ainsi, 
I'Office europeen des brevets ne considere pas comme susceptible d'application 
industrielle I'objet de revendications d'utilisation d'un compose a des fins medicates. 
Par contre, peuvent etre acceptees des revendications relatives a un compose 
connu, pour une premiere utilisation a des fins medicales ainsi que des 
revendications relatives a Putilisation d'un tel compose dans la fabrication d'un 
medicament en vue d'un nouveau traitement medical. 



Concernant le point VII 

Irregularites dans la demande internationale 

1 . Contrairement a ce qu'exige la' regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas I'etat 
de la technique anterieure pertinent expose dans le document D1 et ne cite pas ce/ 
document. 
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POUR SUITE vo,r ta notification de transmission du rapport de recherche Intematlonaie 
(formulalre PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 cl-apres 

A DONNER 


Demande Internationale n° 
PCT/FR 00/00393 


Date du depot \nt&ma\k>na\(four/mot$/ann6e) 

17/02/2000 


(Date de prloitte (la plus andenne) 
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17/02/1999 
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Le present rapport de recherche Internationale, etabll par I'admlnlstratlon chargee de la recherche Intematlonaie, est transmls au 
deposant conforrnement a Particle 1 8. Une cople en est transmtee au Bureau International. 

Ce rapport de recherche Intematlonaie comprend 3 feullles. 

| | II est aussl accompagne cfune cople de chaque document relattf a l'6tat de la technique qui y est crtB. 



1. Base du rapport 

a En ce qui concerne la langue, la recherche Internationale a et£ effectuee sur la base de la demande Internationale dans la 
langue dans laquelle elle a 6*6 deposee, sauf Indication contralre donnee sous le meme point 



2. 

a 



□ 



la recherche Internationale a 6*6 effectuee sur la base cfune traduction de la demande Internationale remise a I'admlnlstratlon. 



En ce qui concerne lea sequences de nucleotides ou <f addes amines drvuiguees dans la demande Internationale (le cas echeant), 
la recherche Intematlonaie a 6*6 effectuee sur la base du llstage des sequences : 

[X| contenu dans la demande Internationale, sous forme ecrtte. 

|"X~| cttposee avec la demande Internationale, sous forme dechrffrable par ordlnateur. 

| | remls ulterieurement a i'admlnlstratlon, sous forme ecrtte. 

| | remls urterteurement a I'admlnlstratlon, sous forme dedirffrabte par ordlnateur. 

| | La declaration, selon laquelle le llstage des sequences presents par ecrtt et fouml ulte>1euremerrt ne vas pas au-dela de la 
divulgation falte dans la demande telle que d6pos4e, a 6*6 foumle. 

I I La declaration, selon laquelle les Informations enreglstrees sous forme dechlffrable par ordlnateur sont Identlques a cedes 
du llstage des sequences presents' par ecrtt, a 6X6 foumle. 

I I II a 6t6 estim6 que certaines reven dicat ions ne pouvalent pas fairs robjet cfune recherche (voir le cadre I). 
I I II y a absence <funit6derinvention (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le titre, 

|X| le texte est approuve tel qull a et6 remls par le deposant 

I I Le texte a 6*6 dtabll par I'admlnlstratlon et a la teneur sutvante: 



En ce qui concerne Tabr6g6> 

pyl le tBxte est approuve tel qull a 6*6 remls par le deposant 

□ le texte (reprodult dans le cadre III) a 6t6 etabll par radmlnlstratlon confonmement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a I'admlnlstratlon dans un delal cf un mots a compter de la date d'expectltlon du present rapport 
de recherche Intematlonaie. 

La figure des desslns a publler avec I'abrege* est la Rgure n° ' 

I I suggeree par le deposant. 
I I parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 
I I parce que cettB figure caractertse mleux I'lnventlon. 



Aucune des figures 
n'est a publler. 
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Offices. 

3. Where required by any of the elected Offices, the International Bureau will prepare an English translation of the report (but not of 
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The applicant must enter the national phase before each elected Office by performing certain acts (filing translations and paying 
national fees) within 30 months from the priority date (or later in some Offices) (Article 39(1)) (see also the reminder sent by the 
International Bureau with Form PCT/IB/301). 

Where a translation of the international application must be furnished to an elected Office, that translation must contain a 
translation of any annexes to the International preliminary examination report. It is the applicant's responsibility to prepare and 
furnish such translation directly to each elected Office concerned. 

For further details on the applicable time limits and requirements of the elected Offices, see Volume II of the PCT Applicant's 
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Name and mailing address of the I PEA/ 



European Patent Office 
D-80298 Munich 

Tel. + 49 89 2399 - 0, Tx: 523656 epmu d 
Fax: 49 89 2399-4465 



Authorized officer: 



Digiusto, M 




Tel. +49 89 2399-8162 



Form PCT/I PEA/4 16 (July 1992) 



V 




PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or Agent's file reference 
340559/17921 


See Notification of Transmittal of International Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 
PCT/FROO/00393 


International filing date (day/month/year) 
17/02/2000 


Priority date (day/month/year) 
17/02/1999 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
A61K39/00 


Applicant 

PIERRE FABRE MEDICAMENT et al. 



1. 


This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority and is 
transmitted to the applicant according to Article 36. 


2. 


This REPORT consists of a total of 6 sheets including this title page. 

□ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e. sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 70.16 
and Instruction 607 of Administrative Instructions of the PCT). 

These annexes consist of a-total of sheets. 


3. 


This report contains indications relating to the following items: 




I 




Basis of the report 




II 


□ 


Priority 




III 


□ 


Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 




IV 


□ 


Lack of unity of invention 




V 




Reasoned statement according to Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 




VI 


□ 


Certain documents cited 




VII 




Certain defects in the international application 




VIII 


□ 


Certain observations on the international application 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY 

EXAMINATION REPORT international application No. PCT/FR00/00393 



I. Basis of the report 

1 . This report has been drawn up on the basis of the following elements (the replacement sheets received 
by the receiving office in response to an invitation according to Article 14 are considered in the present 
report as "originally filed" and are not annexed to the report as they contain no amendments (Rules 70. 16 
and 70.17).): 

Description, pages: 

1 -23 as originally filed 

Claims, No.: 

1 -43 as originally filed 

Drawings, sheets: 

1/4-4/4 as originally filed 

2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority 
in the language in which the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

□ the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1 (b)). 

□ the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

□ the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination 
(under Rule 55.2 and/or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, 
the international preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

□ contained in the international application in written form. 

□ filed together with the international application in computer readable form. 

□ furnished subsequently to this Authority in written form. 

□ furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

□ The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the 
disclosure in the international application as filed has been furnished. 

□ The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written 
sequence listing has been furnished. 
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4. □ The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ the description, pages 

□ the claims, Nos. 

□ the drawings, sheets/fig 

5. □ This report has been written disregarding (some of) the amendments, which were considered as 

going beyond the description of the invention, as filed, as is indicated below (Rule 70.2(c)): 

(All replacement sheets comprising amendments of this nature should be indicated in point 1 and 
attached to this report). 

6. Additional observations, if necessary: 
see separate sheet 

V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial 
applicability; citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 



Novelty 


Yes: 


Claims 


1-43 




No: 


Claims 




Inventive Step 


Yes: 


Claims 


1-43 


No: 


Claims 




Industrial Applicability 


Yes: 


Claims 


1-43 


No: 


Claims 





2. Citations and explanations 
see separate sheet 



VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: , 
see separate sheet 
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With regard to point I 
Basis of the opinion 

1 . The sequence listing as originally filed (page 1 to 4) is part of the documents 
taken into consideration when establishing this report. 

With regard to point V 

Reasoned statement pursuant to rule 66.2(a)(ii) regarding the novelty, 
inventive step and industrial applicability; citations and explanations 
supporting such statement 

1 . Reference is made to the following document: 

D1: FR-A-2 748 476 (PIERRE FABRE MEDICAMENT) 14 November 1997 
(1997-11-4). 

2. The document "Kim S.K. et al., Journal of Immunology, vol. 162, No. 11, 
pp 6855-66, 1999", cited as document "P" jn the international search report, is 
not part of the state of the art within the meaning of Article 33(2) PCT, the 
priority date claimed being valid. 

3. Since the particular combination of the characteristics of claim 1 is not 
revealed in the prior art, the subject matter of said claim is considered to be 
novel within the meaning of Article 33(2) PCT. 

4. In addition, the subject matter of claim 1 involves an inventive step within the 
meaning of Article 33(3) PCT for the following reason: 

The closest state of the art is considered to be document D1 . 
This document D1 reveals the use of fragments of an OmpA-type protein, as 
a carrier protein coupled to an oligosaccharide or polysaccharide epitope 
which is naturally present in pathogenic agents, in order to form immunogenic 
complexes which transform said epitope into a T-dependent immunogen (see 
page 5, lines 26 to 34 and page 8, lines 12 to 15). 

The subject matter of claim 1 differs from D1 in that the OmpA protein is used 
to generate or increase a cytotoxic T response. 

The technical effect of this difference results in the improvement of the 
immune response against infectious agents or tumor cells. 
The technical problem to be solved appears, therefore, to be the preparation 
of a pharmaceutical composition which is effective against infectious agents 
and tumor cells. 
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The technical problem has been solved by demonstrating that the OmpA 
protein has the property of eliciting a cytotoxic T response against a molecule 
which is covalently or noncovalently associated therewith. 

Since such a property is neither revealed nor suggested in the prior art as 
defined by Article 33(2) PCT, the subject matter of claim 1 , and also of the 
dependent claims 2 to 24, is considered to involve an inventive step within the 
meaning of Article 33(3) PCT. 

5. Since the particular combination of the characteristics of claim 25 is not 
revealed in the prior art, the subject matter of said claim is considered to be 
novel within the meaning of Article 33(2) PCT. 

6. In addition, the subject matter of said claim 25 involves an inventive step 
within the meaning of Article 33(3) PCT for the following reason: 

The closest state of the art is considered to be document D1 . 
This document D1 reveals pharmaceutical compositions comprising antigenic 
complexes (see page 11, lines 18 to 23) characterized by a fragment of an 
OmpA-type protein, which is combined with an oligosaccharide or 
polysaccharide epitope which is naturally present in pathogenic agents (see 
page 5, lines 26 to 34 and page 8, lines 12 to 15), these epitopes possibly 
being obtained from a bacterium or from a fungus (page 6, lines 1 to 1 1). 
The subject matter of claim 25 differs from D1 in that the OmpA protein is 
combined with an antigen or a hapten which is associated with or specific for 
a tumor cell. 

The technical effect of this difference results in the stimulation of an antitumor 
response. 

The technical problem to be solved appears, therefore, to be the development 
of a pharmaceutical composition which makes it possible to treat tumors. 

The technical problem has been solved by demonstrating that the OmpA 
protein has the property of eliciting a cytotoxic T response against a molecule 
which is covalently or noncovalently associated therewith. Thus, the 
combination of at least one antigen or one hapten which is associated with or 
specific for a tumor cell, with an OmpA protein will make it possible to 
generate cytotoxic T lymphocytes capable of recognizing and of destroying 
the tumor cells. 
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Since such a combination is neither revealed nor suggested in the prior art as 
defined by Article 33(2) PCT, the subject matter of claim 25, and also of the 
dependent claims 26 to 43, is considered to involve an inventive step within 
the meaning of Article 33(3) PCT. 

7. No unified criterion exists in the PCT member States for determining whether 
claims 1 to 24 are capable of industrial application. The patentability may also 
depend on the manner in which the claims have been formulated. Thus, the 
European patent office does not consider the subject matter of claims of use 
of a compound for medical purposes to be capable of industrial application. 
On the other hand, claims relating to a known compound, for a first use for 
medical purposes, and also claims relating to the use of such a compound in 
the manufacture of a medicinal product with a view to a novel medical 
treatment may be accepted. 

With regard to point VII 

Irregularities in the international application 

1. Contrary to that which is required by rule 5.1 a) ii) PCT, the description does 
not indicate the relevant prior state of the art set out in document D1 and 
does not cite that document. 
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(57) Abstract 



The invention concerns the use of an enterobacterium OmpA membrane protein, in particular of Klebsiella pneumoniae associated with 
an antigen or a hapten for preparing a pharmaceutical composition for generating or enhancing a cytotoxic T response directed against an 
infectious or tumor cell. The invention also concerns the use of said compounds for preventing and treating infection or cancer, in particular 
cancers associated with a tumoral antigen such as melanoma, and pharmaceutical compositions comprising some of said compounds. 

(57) Abre'ge' 

L'invention concerne Putilisation d'une proline de membrane OmpA d'enterobacterie, notamment de Klebsiella pneumoniae, associee 
k un antigene ou un haptene pour la pr6paration d'une composition pharmaceutique destinee a gene>er ou accroitre une reponse T cytotoxique 
dmgee contre un agent infectieux ou une cellule tumorale. L'invention comprend Tutilisation de ces composes pour la prevention et Ie 
traitement defection ou de cancer, notamment les cancers associes a un antigene tumoral tels que le m&anome, ainsi que des compositions 
pharmaceutiques comprenant certains de ces composes. 
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UTILISATION D'UNE PROTEINE OmpA D ' ENTEROB ACTERIE ASSOCIEE A 
UN ANTIGENE POUR GENERER UNE REPONSE CYTOTOXIQUE 
ANTIVIRALE, ANTIPARASITAIRE OU ANTITUMORALE. 

L'invention concerne l'utilisation d'une proteine de membrane OmpA 
5 d'enterobacterie, notamment de Klebsiella pneumoniae, associee a un antigene ou un 
haptene pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a generer ou 
accroitre une reponse T cytotoxique dirigee contre un agent infectieux ou une cellule 
tumorale. L'invention comprend l'utilisation de ces composes pour la prevention et le 
traitement d'infection ou du cancer, notamment les cancers associes a un antigene 
10 tumoral tels que les melanomes, ainsi que des compositions pharmaceutiques 
comprenant certains de ces composes. 

La vaccination est un moyen efficace de prevenir ou de reduire les infections 
virales ou bacteriennes. Le succes des campagnes de vaccination dans ces domaines a 
permis d'etendre le concept de vaccin jusqu'alors utilisd dans le domaine de 
15 l'infectiologie aux domaines du cancer et des maladies auto-immunes. Les antigenes 
vaccinaux administres seuls chez l'hote ne sont souvent pas assez immunogeniques 
pour induire une reponse immunitaire, et doivent done etre associes a un adjuvant ou 
couples a une proteine porteuse pour induire (ou augmenter) leur immunogenicite. 
Dans ces conditions, seule une reponse immune de type humorale peut etre induite. 
20 Or, dans le cadre d'une therapie antivirale, la generation de lymphocytes T 
cytotoxiques (CTL) capables de reconnaitre et de detruire le virus est de toute 
importance (Bachmann et al., 1994, Eur. J. Immunol., 24, 2228-2236 ; Borrow P., 
1997, J. Virol. Hepat., 4, 16-24), comme l'attestent de nombreuses etudes montrant, 
in vivo, le role protecteur des reponses dirigees contre les epitopes viraux (Arvin AM, 
25 1992, J. Inf. Dis., 166, S35-S41 ; Koszinowski et al., 1987 Immunol. Lett., 16, 185- 
192). 

L' importance des reponses CTL a aussi ete fortement document^e dans les 
r6ponses anutumorales notamment celles dirigees contre les cellules de melanome 
(revue dans Rivoltini et al., 1998, Crit. Rev. Immunol. 18, 55-63). Le ou les epitopes 
30 CTL (sequences peptidiques interagissant avec les molecules de classe I et presentes 
aux lymphocytes T CD8+) ont ete definis pour plusieurs antigenes. Cependant, la 
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difficult* reside dans la generation de CTL in vivo, due a la faible immunogenicite de 
ces peptides (Melief, 1992, Adv. Cancer Res. , 58, 143-175 , Nandaz et Sercaz 1995 
Cell, 82, 13-17). 

Des recherches s'orientent par consequent vers 1' identification de nouveaux 
adjuvants, ou de systeme de delivrance d'antigenes <^d^ .'^j.' 
d'induire des CTL. Grace a leur efficacite a presenter les antigenes et a sthnuler le 
sysisme imnmnitaire, les cellules dendritiques, par exemple, ont ete utilisees pour 
generer des reponses CTL antivirales (Ludewig B et al., 1998, J. Virol., 72, 3812- 

3818 ; Brossard P. et al., 1997, J. Immunol 1SR inn ' 

- immunoi., 158, 3270-3276) ou anticancereuses 

(Nestle P.O. et al., 1998, Nat. Med., 4, 328-332). Les .approches ont consiste a 
charger les cellules dendritiques ex vivo avec Tantigene d'interet (peptides ou lysat 
cellulaire) et reinmlanter ces cellules chez le patient. D'autres approches consistent a 
transferer ex vivo les cellules dendritiques, avec le gene codarit pour 1'antigene 
d'interet et a reinjecter ces cellules transfectees (Gilboa E. et al., 1998 Cancer 
Irnmunol. Immunpther., 46, 82-87). Ces approches ont ete utilisees avec suc*es chez 
la souns et recemment chez rhomme (Hsu F.J. et al., 1996, Nat. Med 2 52-58) 
mais restent neanmoins complexes dans la mesure ou ces cellules doivent itre' traitees 
ex vivo (transformation des cellules ou internalisation des antigenes) et transplantees 
dans 1'organisme hote. De meme, r utilisation de particules de type viral (Layton G T 
et al., 1993, J. Immunol., 151, 1097-1107) ou de V adjuvant incomplet de Freund 
(IFA) (Valmori etal., Eur. J. Immunol., 1994, 24, 1458-1462) permet de generer des 
reponses CTL. Toutefpis, une vaccination antivirale ou antitumorale realisee avec des 
peptides correspondant a des epitopes CTL et en presence d'un tel adjuvant peuvent 
conduire a un etat de tolerance speciflque qui pent conduire dans certains cas a 1'effet 
contraire recherche, c'est-a-dire a une diminution de la reponse immune (Toes et al 
Proc, Nat. Acad. Sci. USA, 1996, 93, 7855-7860). - ' 

Ainsi, il existe aujourd'hui un grand besoin de disposer d'un compose qui 
associe a une mol6cule, notamment un antigene ou haptene, soit capable de generer 
des CTL dirig6s centre ladite molecule, Un tel compos* pourrait en particulier etre : 
utilise pour la preparation d'une composition vaccinale destines a induire une 
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protection immunitaire de type CTL antiviral, antibacterien, antifongique ou 
antiparasitaire, ou antitumoral. 

De maniere surprenante, il a ete mis en evidence qu'une proteine de la 
membrane externe de bacterie a gram negatif, notamment une proteine OmpA 
5 d'enterobacterie telle que la proteine P40 de Klebsiella pneumoniae (proteine decrite 
dans WO 95/27787 et WO 96/14415), a la propriete d'eliciter une reponse CTL 
contre une molecule qui lui est associee de maniere covalente ou non, de preference 
sans recours a 1' addition d'un autre adjuvant. 

Ainsi, la presente invention est relative a l'utilisation d'une proteine OmpA 

10 d'enterobacterie, d'un de ses fragments ou d'une sequence nucleique codant pour 
ladite proteine OmpA ou Tun de ses fragments pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee a generer ou a accroitre une reponse T cytotoxique contre un 
agent infectieux ou une cellule tumorale, in vitro ou in vivo, de preference in vivo, 
ainsi que pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a generer ou 

15 a accroitre ladite reponse T cytotoxique. 

Dans la presente invention, on entendra designer par le terme « proteine » 
egalement les peptides ou les polypeptides et par le terme « OmpA » (pour « Outer 
Membrane Protein »), les proteines de la membrane externe de type A. 

Par fragment d'une proteine OmpA, on entend designer en particulier tout 

20 fragment de sequence d'acides amines compris dans la sequence d'acides amines de la 
proteine OmpA qui, lorsqu'il est associe a un antigene ou haptene specifique d'un 
agent infectieux ou d'une cellule tumorale, est capable de generer ou accroitre une 
reponse T cytotoxique dirigee contre ledit agent infectieux ou ladite cellule tumorale, 
ledit fragment de la prot6ine OmpA comprenant au moins 5 acides amines, de 

25 preference au moins 10 acides amines ou de maniere plus preferee au moins 15 acides 
amines. 

Par « antigene ou haptene specifique d'un agent infectieux ou d'une cellule 
tumorale », on entend designer en particulier tout compose exprime par un agent 
infectieux, tel qu'un virus, une bacterie, une levure, un champignon ou un parasite, 
JO par une cellule tumorale, ou un de leurs analogues structuraux, qui seul ou en 
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association avec un adjuvant de l'immunite est capable d'induire une reponse 
inimunitaire specifique dudit agent infectieux ou de ladite cellule tumorale. 

- Par analogue d'un antigene ou haptene, on entend designer en particulier dans 
la presente description un compose presentant une analogie structurale avec ledit 
antigene ou haptene capable d'induire une reponse immunologique dirigee contre ledit 
antigene ou haptene dans un organisme prealablement immunise avec ledit compose 
analogue. 

L'invention a egalement pour objet l'utilisation selon l'invention, caracterisee 
en ce que ladite composition pharmaceutique comprend en outre, associe a ladite 
proteine OmpA d' enterobacterie, un antigene ou un haptene specifique dudit agent 
infectieux ou de ladite cellule tumorale. 

De preference, I'mven^^ 

en ce que ledit agent infectieux est une particule virale, une bacterie, une levure, un 
champignon ou un parasite. 

Dans un mode de realisation particulier, l'invention comprend l'utilisation 
d'une proteine OmpA d' enterobacterie ou d'un de ses fragments selon l'invention 
caracterisee en ce que ladite proteine OmpA d' enterobacterie, ou Tun de ses 
fragments, est obtenue par un procede detraction a partir d'une culture de ladite 

enterobacterie. 

Les precedes detraction de proteines de membrane bacteriennes sont connus 
de 1'homme depart et ne seront pas developpes dans la presente description. On pent 
citer par exemple, mais sans s'y limiter le procede d'extraction d6crit par Haeuw J.H. 
etal. (Eur. J. Biochem, 255, 446-454, 1998). 

Dans un autre mode de realisation prefere, l'invention comprend egalement 
rutthsation d'une proteine OmpA d' enterobacterie ou d'un de ses fragments selon 
1 invention, caracterisee en ce que ladite proteine OmpA d'enterobacterie, ou 1'un de 
ses fragments, est obtenue par vpie recombinante. 

I*s methodes de preparation de proteines recombinantes sont aujourd'hui bien 
connues de I'homme de I'art et ne seront pas developpees dans la presente description 
on pourra n6anmoins se referer a la methode decrite dans les exemples. Parmi les 
cellules utilisables pour la production de ces proteines recombinantes, il faut citer bien 
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entendu les cellules bacteriennes (Olins P.O. et Lee S.C., 1993, Recent advances in 
heterologous gene expression in E. coli. Curr. Op. Biotechnology 4:520-525), mais 
egalement les cellules de levure (Buckholz R.G., 1993, Yeast Systems for the 
Expression of Heterologous Gene Products. Curr. Op. Biotechnology 4:538-542), de 
5 meme que les cellules animates, en particulier les cultures de cellules de mammifere 
(Edwards CP. et Aruffo A., 1993, Current applications of COS cell based transient 
expression systems. Curr. Op. Biotechnology 4:558-563) mais egalement les cellules 
d'insectes dans lesquelles on peut utiliser des procedes mettant en oeuvre par exemple 
des baculovirus (Luckow V.A., 1993, Baculovirus systems for the expression of 

10 human gene products. Curr. Op. Biotechnology 4:564-572). 

De maniere tout a fait preferee, l'utilisation selon 1'invention est caracterisee 
en ce que ladite enterobacterie est Klebsiella pneumoniae. 

En particulier, 1'invention est relative a l'utilisation selon 1'invention, 
caracterisee en ce que la sequence d'acides amines de ladite proteine OmpA de 

15 Klebsiella pneumoniae, ou Tun de ses fragments, comprend : 

a) la sequence d'acides amines de sequence SEQ ID N° 2 ; 

b) la sequence d'acides amines d'une sequence presentant une homologie d'au moins 
80 %, de preference 90 % et 95 %, apres alignement optimal avec la sequence 
SEQ ID N° 2 ; ou 

20 c) la sequence d'acides amines d'un fragment d'au moins 5 acides amines, de 
preference 10, 15, 20 et 25 acides amines, d'une sequence telle que definie en a). 
Par sequence d'acide nucleique ou d'acides amines presentant une homologie 
d'au moins 80 % apres alignement optimal avec une sequence d'acide nucleique ou 
d'acides amines determinee, on entend designer une sequence qui apres alignement 
25 optimal avec ladite sequence determinee comprend un pourcentage d'identite d'au 
moins 80 % avec ladite sequence determinee. 

Par «pourcentage d'identite* entre deux sequences d'acide nucleique ou 
d'acides amines au sens de la presente invention, on entend designer un pourcentage 
de nucleotides ou de residus d'acides amines identiques entre les deux sequences a 
30 comparer, obtenu apres le meilleur alignement, ce pourcentage etant purement 
statistique et les differences entre les deux sequences etant reparties au hasard et sur 
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toute leur longueur . Les comparaisoiis de sequences entre deux sequences d'acide 
riucleique ou d'acides amines sont traditionnellement realisees en comparant ces 
sequences apres les avoir alignees de maniere optimale, ladite comparaison etant 
realisee par segment ou par «fenetre de comparaison* pour identifier et comparer les 
regions locales de similarite de sequence. L'alignement optimal des sequences pour la 
comparaison peut etre realise, outre manuellement, au moyen de l'algorithme 
d'homologie locale de Smith et Waterman (1981) [Ad. App. Math. 2:482], au mdyen 
de ralgorithme d'homologie locale de Neddleman et Wunsch (1970) [J. Mol. Biol. 
48:443], au moyen de la methode de recherche de similarite de Pearson et Lipman 
(1988) [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444], au moyen de logiciels informatiques 
utilisant ces algorithmes (GAP, BESTFIT, FASTA et TFASTA dans le Wisconsin 
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, 
WI, ou encore par les logiciels de comparaison BLAST N ou BLAST P). 

Le pourcentage d'identite entre deux sequences d'acide nucleique ou d'acides 
amines est determine en comparant ces deux s6quences alignees de maniere optimale 
par fenetre de comparaison dans laquelle la region de la sequence d'acide nucleique ou 
r d'acides amines a comparer peut comprendre des additions ou des deletions par 
rapport a la sequence de reference pour un alignement optimal entre ces deux 
sequences. Le pourcentage d'identite est calcule en determinant le hombre de positions 
identiques pour lesquelles le nucleotide ou le residu d'acide amin6 est identique entre 
les deux sequences, en divisant ce nombre de positions identiques par le nombre total 
de positions dans la fenetre de comparaison et en multiphant le resultat obtenu par 100 
pour obtenir le pourcentage d'identite entre ces deux sequences. 

Par exemple, on pourra utiliser le programme BLAST, «BLAST 2 sequences*, 
disponible sur le site ht^://www.ncbi.hhri.nih.gov/gorf^l2.hnnl,^ les parametres 
utilises etant ceux donn6s par defaut (eh particulier pour les parametres «open gap 
penalties : 5, et extension gap penalties : 2 ; la matrice choisie etant par exemple la 
matrice «BLOSUM 62» proposee par le programme), ie pourcentage d'identite entre 
les deux.sequences a comparer 6tant calcule directement par le programme. 

Parmi lesdites s6quences pr6sentant une homologie d'aii moins 80 % avec la 
sequence OmpA de r6ference, on pr6fere les sequences de, ou codant pour des 
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peptides capables d ! induire une activite CTL dirigee specifiquement contre l'antigene 
ou haptene qui lui est associee, telle que I 1 activite CTL mesuree au moyen des 
techniques standards decrites dans les exemples ci-apres. 

L' invention comprend en outre l'utilisation selon T invention, caracterisee en ce 
5 que ledit antigene ou haptene est choisi parmi les proteines, les lipopeptides, les 
polysaccharides, les oligosaccharides, les acides nucleiques, les lipides ou tout 
compost capable de diriger specifiquement la reponse CTL contre ledit agent 
infectieux ou ladite cellule tumorale. 

La presente invention a aussi pour objet l'utilisation selon 1* invention, 
10 caracterisee en ce que ledit antigene ou haptene est couple ou melange avec ladite 
proteine OmpA ou Tun de ses fragments. 

L' invention comprend egalement l'utilisation selon F invention, caracterisee en 
ce que ledit antigene ou haptene est couple par liaison covalente, notamment par 
couplage chimique, avec ladite proteine OmpA ou Tun de ses fragments. 
15 Dans un mode de realisation particulier, l'utilisation selon 1'invention est 

caracterisee en ce qu'il est introduit un ou plusieurs elements de liaison dans ladite 
proteine OmpA, ou Tun de ses fragments, et/ou dans ledit antigene ou haptene pour 
faciliter le couplage chimique, de preference, ledit element de liaison introduit est un 
acide amine. 

20 Selon T invention, il est possible d'introduire un ou plusieurs elements de 

liaison, notamment des acides amines pour faciliter les reactions de couplage entre la 
proteine OmpA, ou Tun de ses fragments, et ledit antigene ou haptene. Le couplage 
covalent entre la proteine OmpA, ou Tun de ses fragments, et ledit antigene ou 
haptene selon T invention peuvent etre realises a l'extremite N- ou C- terminale de la 

25 proteine OmpA, ou Tun de ses fragments. Les r6actifs bifonctionnels permettant ce 
couplage seront determines en fonction de rextremit6 de la proteine OmpA, ou Tun 
de ses fragments, choisie pour effectuer le couplage et de la nature dudit antigene ou 
haptene a coupler. 

Dans un autre mode de realisation particulier, l'utilisation selon 1'invention est 
30 caracterisee en ce que le couplage entre ledit antigene ou haptene et ladite proteine 
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OmpA, ou l'un de ses fragments, est realist par recombinaison genetique, lorsque 
ledit antigene ou haptene est de nature peptidique. 

Les conjugues issus d'un couplage k ladite proteine OmpA, ou l'un de ses 
fragments, peuvent etre prepares par recombinaison genetique. La proteine chimerique 
ou hybride (conjugue) peut etre produite par des techniques d'ADN. recombinant par 
insertion ou addition a la sequence d'ADN codant pour ladite proteine OmpA, ou l'un 
de ses fragments, d'une sequence codant pour ledit antigene ou haptene de nature 
proteique. 

Les process de synthese des molecules hybrides englobent les methodes 
utilisees en genie genetique pour construire des polynucleotides hybrides codant pour 
les sequences polypeptidiques recherchees. On pourra, par exemple, se referer 
avantageusement a la technique d'obtention de genes codant pour des proteines de 
fusion decrite par D.V. Goeddel (Gene expression technology, Methods in 
Enzymology, vol. 185, 3-187, 1990). 

Sous un autre aspect, l'invention concerne l'utilisation selon l'invention, 
caraeterisee en ce que la composition pharmaceutique comprend une construction 
nucleique codant pour ladite proteine hybride, ou comprend un vecteur contenant une 
construction nucleique codant pour ladite proteine hybride ou une cellule hole 
transformee contenant ladite construction nucleique capable d'exprimer ladite proteine 
20 hybride. 

L'invention comprend 6galement l'utilisation selon l'invention, pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinee a 61iminer les agents 
infectieux ou a inhiber la croissance de tumeurs. 

De pr6f6rence, l'utilisation selon l'invention est relative a la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a trailer les maladies infectieuses 
ou les cancers, de preference les cancers associes a un antigene tumoral. 

Parmi les cancers dont les tumeurs expriment un antigene tumoral associ6 
pouvant etre pr^venus ou traites par les utilisations selon la presente invention, on peut 
citer en particulier, mais sans s'y limiter : 

• le cancer du sein, du poumon, du colon, et le carcinome gastrique (Kawashima et 
al., 1999, Cancer Res. 59:431-5) ; 
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• le mesothelioma Tosteosarcome, les cancers du cerveau (Xie et al., 1999, J. Natl. 
Cancer. Inst. 91:169-75) ; 

• le melanome (Zheuten et al., 1998, Bratilsl. Lek. Listy 99:426-34) ; 

• Tadenome cystique du pancreas (Hammel et aL, 1998, Eur. J. gastroenterol. 
5 Hepatol. 10:345-8) ; 

• le cancer colorectal (Ogura et aL, 1998, Anticancer Res. 18:3669-75) ; 

• le carcinome des cellules renales (Jantzer et al., 1998, Cancer Res. 58:3078-86) ; 
et 

• le cancer de l'ovaire et du cervix (Sonoda et al., 1996, Cancer. 77:1501-9). 

10 L'invention a en particulier pour objet l'utilisation d'une proteine OmpA 

d'enterobacterie ou d'un de ses fragments selon l'invention, pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique vaccinale destinee a prevenir ou a traiter une maladie 
infectieuse, notamment d'origine virale, bacterienne ou fongique, ou parasitaire, ou un 
cancer, de preference associe a un antigene tumoral, en particulier les melanomes. 

15 L'invention comprend egalement l'utilisation selon ^invention, caracterisee en 

ce que ladite composition pharmaceutique est vehiculee sous une forme permettant 
d'ameliorer sa stabilite et/ou son immunogenicite, notamment sous la forme d'un 
liposome. 

De preference, l'invention comprend l'utilisation selon l'invention, caracterisee 
20 en ce que ledit vehicule est un vecteur viral contenant une construction nucleique 
codant pour ladite proteine OmpA ou Tun de ses fragments, ledit antigene ou haptfene, 
ou ladite proteine hybride, ou une cellule hote transformee capable d'exprimer ladite 
proteine OmpA, ou 1'un de ses fragments, ledit antigene ou haptene, ou ladite proteine 
hybride. 

25 L'invention comprend egalement l'utilisation selon l'invention, caracterisee en 

ce que ladite construction nucleique, ou la construction nucleique contenue dans ledit 
vecteur ou ladite cellule hote transformee, comprend une sequence nucleique choisie 
parmi la sequence SEQ ID N° 1, Tun de ses fragments presentant au moins 15 
nucleotides, de preference 20, 25, 30, 40 et 50 nucleotides consecutifs de la sequence 

30 SEQ ID N° 1, ou une sequence presentant une homologie d'au moins 80 %, de 
preference 90 % et 95 %, apres alignement optimal avec Tune desdites sequences. 
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Sous un autre aspect, 1 ' invention comprend une composition pharmaceutique 
telle que definie precedemment dans les utilisations selon la pr&ente invention. 

Parmi ces compositions, on prefere les compositions pharmaceutiques 
caracterisees en ce qu'elles comprennent dans un milieu pharmaceutiquement 
5 acceptable au moins une proline OmpA d'enterobacterie, ou un de ses fragments, 
associee par melange ou par couplage a au moins un antigene ou un haptene associe 
ou specifique d'une cellule tumorale. 

Au sens de la presente invention, le milieu pharmaceutiquement acceptable est 
le milieu dans lequel les composes de l'invention sont administres, preferentieUement 
10 un milieu injectable chez rhomme. II peut etre constitu6 d'eau, d'une solution aqueuse 
saline ou d'une solution aqueuse a base de dextrose et/ou de glycerol. 

Dans un mode de realisation particulier, la composition selon rinvention 
contient en outre un detergent. 

Les compositions selon l'invention peuvent contenir en outre un detergent, et 
notamment tout type de tensioactif pharmaceutiquement acceptable, comme par 
exemple des tensioactifs anioniques, cationiques, non-ioniques ou amphoteres. On 
utilise preferentieUement les detergents Zwittergent 3-12 et l'octylglucopyrannoside et 
encore plus preferentieUement le Zwittergent 3-14. 

De preference, la composition pharmaceutique selon l'invention est 
20 caracterisee en ce que ladite proline OmpA d'enterobacterie, ou l'un de ses 
fragments, est obtenue par un precede d'extraction a partir d'une culture de ladite 
enterobacterie ou par voie recombinante. 

De preference egalement, la composition pharmaceutique selon l'invenuon est 
caracterisee en ce que ladite enterobacterie est KlebsieUa pneumoniae. 

Dans un mode de realisation prefere,, l'invention conceme une composition 
selon l'invention, caracterisee en ce que la sequence d'acides amines de ladite proteine 
OmpA, ou l'un de ses fragments, comprend : 

a) la sequence d'acides amines de sequence SEQ ID N° 2 ; 

b) la sequence d'acides amin6s d'une sequence presentant une homologie d'au moins 
30 80 % avec la sequence SEQ ID N° 2 ; ou 
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c) la sequence cTacides amines (Tun fragment d'au moins 5 acides amines, de 
preference 10, 15, 20 et 25 acides amines, d'une sequence telle que definie en a). 
Parmi les antigenes ou haptenes entrant dans la composition selon T invention, 
on prefere ceux choisis parmi les peptides, les lipopeptides, les polysaccharides, les 
5 oligosaccharides, les acides nucleiques, les lipides ou tout compose capable de diriger 
specifiquement une reponse CTL contre une cellule tumorale . 

Dans un mode de realisation egalement prefere, l'invention conceme une 
composition selon l'invention, caracterisee en ce que ledit antigene ou haptene est 
couple par liaison covalente avec ladite proteine QmpA ou Tun de ses fragments, 
10 notamment par couplage realist par synthese chimique et pour lequel, le cas echeant, 
un ou plusieurs elements de liaison, tel un acide amine, peut etre introduit dans ladite 
proteine OmpA, ou Fun de ses fragments, et/ou dans ledit antigene ou haptene pour 
faciliter ledit couplage chimique. 

Dans un mode de realisation egalement prefere, l'invention concerne une 
15 composition selon l'invention, caracterisee en ce que le couplage entre ledit antigene 
ou haptene et ladite proteine OmpA, ou Tun de ses fragments, est realise par 
recombinaison genetique lorsque ledit antigene ou haptene est de nature peptidique 
(expression d'une proteine hybride). 

Ainsi, la presente invention concerne en outre une composition selon 
10 V invention, caracterisee en ce que la composition pharmaceutique comprend une 
construction nucleique codant pour ladite proteine hybride, ladite construction 
nucleique pouvant etre contenue dans un vecteur, ou dans une cellule hote transform6e 
capable d'exprimer ladite proteine hybride. 

Dans un mode de realisation prefere, l'invention concerne une composition 
15 selon l'invention, caracterisee en ce que ladite construction nucleique comprend une 
s6quence nucleique choisie parmi la sequence SEQ ID N° 1, Tun de ses fragments 
pr6sentant au moins 15 nucleotides consecutifs de la sequence SEQ ID N° 1, ou une 
sequence presentant une homologie d'au moins 80 % avec Tune desdites sequences. 

Parmi les compositions selon T invention, on prefere egalement les 
0 compositions pharmaceutiques vehicuiees sous une forme permettant d'ameiiorer leur 
stabilite et/ou leur immunogenicite, notamment sous forme d'un liposome, d'un 
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vecteur viral contenant une construction nucleique codant pour ladite proteine OmpA, 
ou l'un de ses fragments, ledit antigene ou haptene, ou ladite proteine hybride, ou 
d'une cellule note transformee capable d'exprimer ladite proteine OmpA, ou l'un de 
ses fragments, ledit antigene ou haptene, ou ladite proteine hybride. 
5 Sous un dernier aspect, la composition selon 1' invention est caracterisee en ce 

qu'elle ne contient aucun autre adjuvant permettant d'induire une reponse CTL, 
hormis ladite proteine OmpA d'enterobacterie, ou l'un de ses fragments, ou une 
construction nucleique codant pour ladite proteine OmpA ou Fun de ses fragments, 
element caracteristique de la composition selon 1' invention permettant d'induire une 
10 reponse CTL. 

Les legendes des figures et exemples qui suivent sont destines a illustrer 
1' invention sans aucunement en limiter la portee. 
Legendes des figures : 

Figures 1A, IB, 1C et ID : Mesure de l'activite CTL anti-MELAN-A et anti-TRP-2 
15 de cellules effectrices. 

Apres immunisation avec 50 fig hELA melange avec 3 fig rP4G (figure 1 A), 
50 ng hELA melange avec 300 ng rP40 (figure IB), 50 fxg hELA couple a rP40 
(figure 1C), ou 50 fig du peptide TRP-2 melange avec 300 fig rP40 (figure ID), les 
ceUules de ganglions drainants sont stimulees avec des cellules EL-4 A2/Kb (figures 
1A, IB, 1C). ou EL-4 (figure ID) irradiees et pre-pulsees avec 1 M M du peptide 
relevant avant d'etre 6valuees pour leur capacite a tuer des cellules bibles pre-pulsees 
(rectangle) ou non (losange) avec le peptide relevant. 

Les abscisses des reperes des figures 1A a ID correspondent au rapport des 
cellules T effectrices (lymphocytes actives) raises en presence sur les cellules cibles 
25 (EL-4 A2/Kb ou EL-4). 

Figures 2A, 2B, 2C et 2D : Mesure de l'activite CTL anti-MELAN-A de cellules 
effectrices en presence de la proteine rP40 comparee a l'activite CTL obtenue avec un 
protocole standard d'immunisation. 

Apres immunisation avec hELA (50 M g) seul (ELA, Figure 2A), hELA melange 
a 300 fig rP40 (ELA + P40, figure 2B), hELA couple a 300 fig rP40 (ELA/P40, 
figure 2C) ou hELA m61ange avec SOfig de peptide P30 adjuv6 avec IFA (ELA + 
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IFA + TT, figure 2D) (IFA pour Adjuvant Incomplet de Freund et TT pour Tetanus 
Toxoid), les cellules de ganglions drainants sont stimulees deux semaines in vitro avec 
des cellules EL-4 A2/Kb irradiees et pre-pulsees avec 1 fiM du peptide relevant avant 
d'etre evaluees pour leur capacite a tuer des cellules cibles EL-4 A2/Kb pre-pulsees 
5 (rectangle) ou non (losange) avec le peptide hELA. 

Figures 3A. 3B. 3C et 3D : Activite CTL et effet antitumoral de 1' immunisation avec 
rP40 + peptide TRP-2. 

Figure 3 A : L' immunisation avec un m61ange du peptide TRP-2 avec rP40 
induit une reponse CTL specifique au peptide. Des souris C57BL/6 ont ete injectees 

10 en s.c. avec 50 fig du peptide TRP-2 melanges avec 300 fig de rP40. 10 jours plus 
tard, les ganglions ont ete dissocies et restimules avec des cellules EL-4 irradiees et 
pulsees (rectangles) ou non Qosanges) avec le peptide TRP-2. 

Figures 3B, 3Cet 3D : Des souris C57BL/6 ont recu 2 x 10 3 cellules du 
melanome autologue B16F10 en s.c. dans le flanc. Simultanement (figures 3B et 3D), 

15 ou 4 jours plus tard (figure 3C), certaines de ces souris ont ete immunisees en s.c. (a 
la base de la queue) avec 50 fig du peptide TRP-2 melanges a 300 ng de rP40 (o), 
d'autres ont ete immunisees avec la proteine P40 seule (■, pour figures 3B et 3C) ou 
avec le peptide TRP-2 seul (■, pour figure 3D). A partir du 18eme jour post 
implantation, le volume des tumeurs a ete mesure. 

20 Figures 4A. 4B. et 4C : Mesure de 1' activite CTL anti-OVA apres immunisation par 
la proteine rP40 couplee au peptide OVA p257-264. 

Des souris C57BL/6 ont recu par injection sous-cutanee a la base de la queue 
200 fig de P40-Ova (■), de billes couptees a l'Ova (O), d'Ova solubilisee (□), 
d'Ova-BS 3 (A) (BS 3 pour Bis (succinimidyl) Suberate), de P40 («), ou de DT-Ova (•) 

25 (DT pour Diphterique Toxoid). 

Les cellules cibles thymomes EL4 pulsees avec 50 fig /ml de peptide OVA 
(figure 4B) ou non (figure 4C) ou transfectees avec le gene ova (lignee E.G7) (figure 
4A) sont incubees avec du sl Cr a 37°C et cultivees avec les cellules effectrices. 
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Exemple 1 : Clonage du ^ r odant pour la proteine P40 Ki^iy, p ^ un , n „ ina 

Le gene codant pour la proteine P40 a ete obtehu par amplification par PCR a 
partir de 1'ADN genomique de Klebsiella pneumoniae IP 1145 (Nguyen et col., Gene, 
1998). Le fragment de gene codant de ce gene est insere dans divers vecteuK 
5 d'expression sous contrdle de differents promoteurs, en particulier celui de 1'operon 
Tip. La sequence nucleotidique et la sequence peptidique de la proteine P40 soht 
representees par les sequences SEQ ID N« 1 et SEQ ID N° 2 ci-apres. Une souche 
productrice E coli K12, a et6 transformee par un vecteur d'expression pvaLP40: La 
proteine recombinante P40 (denommee rP40) est produite sous forme de corps 
10 d'inclusion avec un rendement important (> 10 % en g de proteine/g de biomasse 
seche). 

Cet exemple n'est qu'une illustration del 'expression de la proteine rP40, ceUe- 
ci pouvant etre 6tendue a d'autres souches bacteriennes ainsi qu'a d'autres vecteurs 
. d'expression. 

15 Exemple 2 : Precede de fermentatinn d e nrot^inps <\ e fusion rP4n 

Dans un erlenmeyer contenant 250 ml de milieu TSB (tryptic Soy Broth, 
Difco) renfermant de l'Ampicilline (100 /xg/ml, Sigma) et de la Tetracycline (8 M g/ml, 
Sigma) on inocule avec la souche E. coli transformee decrite ci-dessus. On incubi 
pendant une nuit a 37»C puis, 200 ml de cette culture sont utilises pour ensemencer 2 
Utres de milieu de culture dans un fermenteur (Biolafitte, France). De maniere assez 
classique, le milieu de culture pent etre compose d « agents chimiques, supplementes 
par les yitamines, des extraits de levure, connus pour favoriser une croissance de 
cellules bacteriennes a densite elevee. 

Les parametres controles durant la fermentation sont : le pH, 1' agitation, la 
temperature, le taux d' oxygenation, 1 ' alimentation de sources combinees (glycerol ou 
glucose). De maniere g 6n6rale, le pH est regule a 7,0, la temperature est fixee a 
37°C. La croissance est controlee en alimentant en glyc6rol (87 %) a un debit constant 
(12 ml/h) pour maintenir le signal de tension de 1'oxygene dissous a 30 %. Lorsque la 
turbidite de la culture (mesuree a 580 nm) atteint la valeur de 80 (apres environ 24 
heures de culture), la production des proteines est declenchee par addition de 1'acide 
indole acrylique (IAA) a la concentration finale de 25 mg/1. Environ 4 heures apres 
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induction, les cellules sont recoltees par centrifugation. La quantite de biomasse 
humide obtenue est d'environ 200 g. 

Exemole 3 : Procede d 1 extraction et de purification de la proteine rP40 
Extraction de la rP40 

5 Apres centrifugation du bouillon de culture (4000 rpm (tours par minute), 10 

min, 4°C), les cellules sont remises en suspension dans un tampon Tris-HCl, 25 mM, 
pH 8,5. Les insolubles, ou corps d f inclusion, sont obtenus apres un traitement par le 
lysozyme (0,5 g/litre, 1 heure a temperature ambiante sous agitation douce). Le culot 
de corps d' inclusion obtenu par centrifugation (15 min a 10 000 g a 4°C) est repris 

10 dans un tampon Tris-HCl, 25 mM a pH 8,5 et 5 mM MgCl 2 puis centrifuge (15 min a 
10 000 g). 

On solubilise les corps d 1 inclusion a 37 °C pendant 2 heures dans un tampon 
Tris-HCl, 25 mM, pH 8,5 contenant 7 M uree (agent denaturant) et 10 mM de 
dithiothreitol (reduction des ponts disulfiires). Une centrifugation (15 min a 10 OOOg) 

15 permet d'eliminer les particules non solubles. 

On resuspend ensuite dans 13 X volumes de tampon Tris-HCl, 25 mM, pH 8,5 
contenant du NaCl (8,76 g/1) et du Zwittergent 3-14 (0,1 %, p/v). La solution est 
laissee pendant une nuit a temperature ambiante sous agitation douce au contact de 
l'air (favoriser la renaturation de la proteine par dilution et reoxydation des ponts 

20 disulfures). 

Purification de la proteine rP40 

- Etape de chromatographie d'echange d 1 anions. 

Apres une nouvelle centrifugation, la solution est dialysee contre un tampon 
Tris-HCl, 25 mM, pH 8,5 contenant 0,1 % Zwittergent 3-14 (100 X volumes de 
25 tampon) pendant une nuit a 4°C. 

Le dialysat est depose sur une colonne contenant un support de type echangeur 
d ! anions forts (gel Biorad Macro Prop High Q) equilibree dans le tampon decrit ci- 
dessus, a im debit lin6aire de 15 cm/h. Les proteines sont detectees a 280 nm. La 
proteine rP40 est elu6e, avec un debit lineaire de 60 cm/h, pour une concentration de 
30 0,2 M en NaCl dans le tampon Tris-HCl 25 mM, pH 8,5 : 0,1 % Zwittergent 3-14. 

- Etape de chromatographie d'6change de cations. 
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Les fractions contenant la proteine rP40 sont. poblees et concentrees par 
■ ultniitoation ft . l'aicte. .tf un systdme "de cellule a agitation Amicon utilise avec une 
membrane Diaflo de type YM10 (seuil de coupure 10 kDa) pour des volumes de 
l'ordre de 100 ml, ou a V aide d'un systeme de filtration a flux tangentiel Minitan 
5 Millipore utilise avec des plaques de membranes possedant un seuil de coupure 
10 kDa pour des volumes superieurs. La fraction ainsi concentree est dialysee pendant 
une nuit a 4°C contre un tampon citrate 20 mM pH 3,0, a 0,1 % de Zwittergent 3-14: 
Le dialysat est d6pose sur une colonne contenant un support de type echangeur 
de cations forts (gel Biorad Macro Prep High S) 6quaibree dans le tampon citrate 
10 20 mM, pH 3,0, a 0,1% de Zwittergent 3-14. La proteine rP40 est eluee (vitesse 
61 cm/h) pour une concentration 0,7 M en NaCl. Les profils electrophoretiques 
montrent un degra de purete de l'ordre de 95 %. L'etat de la proteine est suivi par 
SDS-PAGE. Selon sa forme d6naturee ou native, la proteine P40, extraite de la 
membrane de Klebsiella pneumoniae, possede un comportement electrophoretique 
15 (migration) caracteristique. La forme native (structure en feuiUets P) presente en effet 
une masse moleculaire plus faible que la forme denaturee (structure en helices a) sous 
Taction d'un agent denatarant, tel que i'w^ 

chauffage a 100'C en presence de SDS. La proteine rP40 n'est pas correctement 
renaturee en fin de renaturation, que celle-ci soit realisee en absence ou en presence 

20 de 0,1 % ; (p/v) Zwittergent 3-14. En revanche, une renaturation totale est obtenue 
apres dialyse contre un tampon Tris/HCl 25 mM pH 8,5 contenant 0,1 % ( p / v ) 
Zwittergent 3-14. Toutefois, il faut noter que cette renaturation n'est obtenue que, 
lorsque l'6tape de dilution et le traitement a temperature ambiante, sont realises eux- 
memes ^ en presence ^de Zwittergent 3-14 (r6sultats negatifs eh abse^ de detergent), 

25 Exemple 4 : Generation de CTT . 

Les r6ponses CTL antitumorales dirigees contre les cellules de melanome ont 
6te definies pour plusieurs antigenes. Ces antigenes sont compris dans l'une de trois 
categories : 

a) les antigenes de rejet specifiques du melanome, tels que ceux de la famille 
30 des MAGE (reyu par van der Bruggen et al. , Science 254 : 1643) ; 
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b) les antigenes resultant de la mutation de proteines normales. Ce groupe 
inclut MUM-1 (Coulie et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92:7976-7980 (1995) ; 
CDK4 (Wolfel et aL, Science 296:1281-1284 (1995) et HLA-A2 (Brandel et aL, J. 
Exp. Med. 183:2501-2508 (1996) ; 
5 c) les antigenes de differentiation, exprim6s par les melanomes et les 

melanocytes. Ce groupe inclut la tyrosinase (Wolfel et aL, Eur J. Immunol. 4:759 
(1994) et Brichard et aL, Eur. J. Immunol. 26:224 (1996)) ; gp 100 (Kang et aL, J. 
Immunol. 155:1343 (1995), Cox et aL, Science 264:716 (1994), et Kawakami et aL, 
J. Immunol. 155:3961 (1995)) ; gp75 (Wang et aL, J. Exp. Med. 183:1131 (1996)), 

10 et Mart-l/MelanA (voir brevet US 5,620,886). 

De tous ces antigenes, Mart-l/MelanA apparait comme le meilleur candidat 
dans une utilisation en immunotherapies et ce pour plusieurs raisons. D'abord, cet 
antigene a ete identifie a partir de la reponse CTL in vivo des lymphocytes infiltrant le 
melanome et non celle, in vitro, des cellules du sang p6ripherique, ce qui suggererait 

15 une plus grande pertinence de cet antigene dans la reponse naturelle in vivo contre le 
melanome (Kawakami et al., J. Exp. Med. 180:347 (1994)). De plus, Mart-l/MelanA 
est exprime sur tous les melanomes examines, ce qui en fait une cible privilegiee 
d'une intervention immunotherapique. Enfin, des peptides derives de Mart-l/MelanA 
sont capables d'induire une reponse CTL specifique chez les patients du melanome 

20 exprimant r antigene d'histocompatibilite HLA-A2 (Rivoltini et al., J. Immunol. 
154:2257 (1995) ; Valmori et al. J. Immunol. 160:1750 (1998)). 

HLA-A2 est r allele le plus frequemment exprime chez les Caucasiens. Les 
epitopes CTL de Mart-i/MelanA ont ete definis pour cet allele. Le peptide 
antigenique reconnu par la majorite des lignees CTL humaines comprend les acides 

25 amines 27-35 AAGIGILTV (Kawakami et aL, J. Exp. Med. 180:347 (1994)). D'autre 
part, des etudes sur raffinite de la liaison avec HLA-A*0201 et la reconnaissance par 
des clones CTL ont d6montre que le peptide optimal pour ces deux fonctions est le 
decapeptide 26-35 EAAGIGILTV (Romero et al, J. Immunol. 159:2366 (1997)). 
Cependant, il apparait que ces peptides sont faiblement immunogeniques in vitro 

30 (Valmori et al. J. Immunol. 160:1750 (1998)) et in vivo (Jaeger et aL, Int. J. Cancer 
66:162(1996)). 
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En comparant la sequence des acides amines des Epitopes T de Mart 1/MelanA 
avec les motifs peptidiques de A*0201 (Rammensee et al., Immunogenetics 41178 
(1995)), il apparait que les peptides 26-35 et 27-35 ont des residus d'ancrage non 
dommants a la position 2 et lient done faiblement la molecule HLA-A*0201 
5 (Kawakami et al., J. Immunol. 154:3961 (1995)), ce qui pouriait expliquer leur faibie 
immunog6nicite. La demande internationale de brevet publiee sous le numero WO 
98/58951 decrit un analogue au peptide 26-35 ou FAlanine en position 2 a ete 
^acee par une Leucine (sequence que I'on appellera ELA de sequence SEQ ID 

10 Le peptide hELA, utilise dans les experiences ci-dessous, e^^ 

demande de brevet WO 98/58951 propriete de rinstitut LudWig de Recherche sur le 
Cancer. hELA est un analogue du decapeptide 26-35 (EAAGIGILTV) de Melan 
A/MART- li une proteine exprimee sur les melanocytes et les melanomes. Bienquele 
decapeptide 26-35 de Melan-A/MART-1 soit capable de se lier a la molecule HLA 
A0201 (Romero et al., 1997, J. Immunol. , 159, 2366-2374), U est faiblement 
mununogene in vitro et in vivo (Valmori et al., 1998, J. Immunol., 160 1750-1758) 
L'analogue hELA a et6 genere par la substitution du second acide amine du 
decapeptide 26-35 de Melan-A/MART-1 (une alanine) par une leucine. Le resultat de 
cette substitution, qui est base* sur une analyse des residus necessaire a 1'ancrage des 
peptides a la molecule HLA-A0201, est une reconnaissance plus efficace par les CTL 
de pattents de melanome et une meilleure immunogenics in vitro (Valmori et al 
1998, J. Immunol. 160, 1750-1758). Des souris transgeniques HLA-A* 0201/Kb 
(A2/Kb) de souche G57B1/6 x BDA/2 (Vitiello et al. , 1991, J. Exp. Med. 173 1007 
1015) ont ete utilisees dans cette etude pour tester ELA. La molecule MHC de classe I 
exprimee chez ces souris est une molecule chim^ 

de la molecule humaine HLA-A0201. (allotype le plus frequemment retrouv6) et du 
domame a3 de la molecule murine K b . 

I* peptide IW-2 de sequence SEQ ID N° 4 est un octapepude corre S p„ndan. 
aux acides amines 181-188 (VYDFFVWL) de la lyrosinase-related proKi n 2 (TOP-2) 
TRP-2 est exprtae dans les melanocytes et les melanomes. I, a ete demon** qil e cet 
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antigene induit des reponses CTL protectrices du melanome dans les souris C57BL/6 
(H-2K b ) (Bloom et al., 1997, J. Exp. Med. 185, 453-459). 

A : Generation de CTL anti-Melan-A et anti-TRP-2 apres immunis ation par rP40 
melange a un peptide analogue au Melan-A ou TRP-2 
5 Protocole experimental 

Des souris A2/Kb ont re$u par injection sous-cutanee a la base de la queue : 

- 50 fig ELA melanges a 3 ou 300 fig rP40 ; 

- 50 fig ELA couples de fa?on covalente a 300 fig rP40. 

Des souris C57BL/6 ont re?u par injection sous-cutanee a la base de la queue : 
10 - 50 fig du peptide TRP-2 (181-188) melanges a 300 fig rP40. 
Generation de cellules cytotoxiques effectrices 

10 jours apres immunisation, les souris sont sacrifices et les lymphocytes des 
ganglions drainants sont recuperes pour etre stimules in vitro avec le peptide relevant. 
Ces lymphocytes (4 a 5 10 6 ) sont cultives en plaque 24 puits en DMEM plus 
15 10 mM HEPES, 10 % SVF et 50 fiM p-2-mercaptoethanol avec 2 a 5 10 5 cellules EL- 
4 A2/Kb ou EL4 irradiees (10 kRads) pre-pulsees 1 h a 37 °C avec 1 fiM du peptide 
relevant. Apres deux stimulations hebdomadaires, les cellules sont testees pour leur 
activite cytotoxique. 
Mesure de 1' activite cytotoxique 
20 Les cellules EL-4 A2/Kb ou EL4 sont incubees 1 h avec du 5l Cr en presence 

ou non du peptide relevant, lavees puis co-incubees avec les cellules effectrices a 
differents ratio en plaque 96 puits dans un volume de 200 fil pendant 4 a 6h a 37 °C. 
Les cellules sont ensuite centrifugees et le relargage de 5l Cr est mesure dans 100 fil de 
surnageant. Le pourcentage de lyse specifique est calcule comme suit : 
25 % lyse specifique = (relargage experimental-relargage spontane) / (relargage total - 

relargage spontane) X 100. 

Resultats 

Comme le montrent les figures 1A a ID, T immunisation de souris avec une 
dose optimale de rP40 (300 fig) en melange avec hELA (figure IB) ou TRP-2 (figure 
30 ID) induit une forte reponse CTL specifique. Une telle reponse est egalement 
observee apres immunisation avec rP40 couplee a hELA (figure 1C). Par contre, 
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I'immunisation avec le peptide seul ou rP40 seule (resultats non montr6s) ou avec le 
peptide hELA en melange avec une dose sous-optimale de rP40 (3 >g) ri'induit aucune 
activity CTL (figure lA). Ces resultats demontrent que la molecule rP40 melangee ou 
couplee a des peptides immunogenes permet d'induire une reponse CTL specifique in 
vivo, et ce sans l'ajout d'adjuvant. 

B : Generation de CTL anti-Melan-A a pres immunisation par rP40 melang e. * nn 
peptide analogue au Melan-A compare e a un protocole standard d'immunisatinn 
Protocole experimental 

Des souris A2/Kb ont recu : 

- 50/il d'IFA (adjuvant incomplet de Freud) en injection sous-cutanee a la base de la 
queue puis 3 semaines apres 50^g de hELA en presence de 50Atg d'un peptide p30 T 
helper deriv6 de t6tanus toxoid (TT) (Panina-Bordignon et al., Eur. J. ImmunoL, 
1989, 19, 2237) adjuv6 en IFA. Ce protocole a et6 decrit pour permettre de generer 
des CTL anti-peptide (Valmori et al., Eur. J. Immunol., 1994, 24, 1458) et sert de 

15 controle ppsitif. 

- 50/xg de hELA seul ou 300jtg de rP40 melang6 ou couple a 50 p% hELA 

Generation de cellules cytotoxiques effectrices 

10 jours apres la derniere immunisation, les souris sont sacrifices et les 
lymphocytes des ganglions drainants sont recuper6s pour etre stimules in vitro avec le 
peptide relevant. 

Ces lymphocytes (4 a 5 10 6 ) sont cultives en plaque 24 puits en DMEM plus 
10 mM HEPES, 10% SVF et 50 /xM P-2-mercaptoethanol avec 2 a 5 10 5 cellules EL- 
4 A2/Kb (cellules murines transfectees avec le gene HLA-A* 0201/Kb) irradiees 
25 (10 kRads) pre-pulsees 1 h a 37°C avec fyM du peptide relevant. 

Apres une, deux ou trois stimulations hebdomadaires, les cellules sont testees 
pour leur activit6 cytotoxique. 

La mesure de l'activite cytotoxique est effectuee selon la methode decrite 
prececlemment. 
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Resultats 

Une activite CTL anti-hELA est mesuree apres immunisation par rP40 couplee 
a hELA non adjuve comparable a celle observee apres immunisation avec hELA + 
P30/IFA (cf. figures 2C et 2D). De meme, le melange rP40 + peptide hELA lui aussi 
5 non adjuve genere des CTL de maniere similaire a ce qui est obtenu avec un protocole 
classique de generation de CTL (cf . figures 2B et 2D) . 

Aucune activity CTL n'a et6 detectee apres immunisation avec le peptide seul 
(cf. figure 2A), ou la proteine rP40 seule (non montree) independamment du jour de 
stimulation des cellules effectrices. 
10 Exemple 5 : Effet antitumoral de T immunisation par un melange de rP40 et d'un 
peptide exprime par un melanome de souris 

Pour evaluer la capacite de rP40 a generer une reponse CTL antitumorale, la 
capacite de la proteine rP40 a induire une reponse CTL dirigee contre le peptide de 
sequence SEQ ID No. 4 (VYDFFVWL) a 6te testee. Le peptide de sequence SEQ ID 
15 N° 4 (VYDFFVWL) est derive de la proteine Tyrosinase Related Protein 2 (TRP-2) 
qui est exprimee par le m61anome B16F10 issu de la souris C57BL/6. Ce peptide est 
immunogene dans cette souche. La croissance des cellules B16F10 implantees dans 
des souris C57BL/6 qui ont ete immunisees ou pas avec un melange de rP40 et du 
peptide TRP-2 a ete ensuite testee. 
20 Protocole experimental 

Pour la generation d'une reponse CTL anti-peptide TRP-2, un protocole 
identique a celui decrit dans Texemple 4 a ete utilise, sauf qu'ici des souris C57BL/6 
ont ete utilisees. 

Pour les experiences de protection, des souris C57BL/6 ont re?u 2 x 10 3 
25 cellules du melanome autologue B16F10 en injection sous-cutanee (s.c.) dans le flanc. 
Simultanement, ou 4 jours plus tard, certaines de ces souris ont ete immunisees en s.c. 
. (a la base de la queue) avec 50 fig du peptide TRP-2 melanges a 300 /ig de rP40. La 
croissance de la tumeur a ensuite ete mesuree a intervalles r6guliers. 
Resultats 

30 Comme le montre la figure 3 A, I 1 immunisation avec un mdlange de peptide 

TRP-2 et de la proteine RP40 est capable de generer une reponse CTL specifique a ce 
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peptide, ce qui confirme les resultats obtenus avec la peptide hELA (decrits dans 
1'exemple 4), De plus, cette reponse CTL est associee a une inhibition de la croissance 
du melanome B16F10 (figures 3B, 3C et 3D). II est interessant de noter que cette 
protection est significative non seulement quand 1' immunisation avec le peptide TRP-2 
5 + rP40 est faite simultanement avec T implantation de la tumeur (figures 3B et 3D), 
mais aussi 4 jours 1' implantation (figure 3C). 

Ces resultats montrent clairement l'effet therapeutique de 1'utUisation d'une 
prot6ine OmpA d'enterobact6rie, telle que la proteine OmpA ide K pneumoniae 
associee a un peptide tumoral antigenique pour induire une reponse sp6cifique de type 
10 CTL efficace pour la prevention ou le traitement de cancer, tel que les melanomes. 

Exemple 6 : Generation de CTL anti- QVA anres immunisation par rP4Q cnnpW a „ 
peptide Ova p257-264 

Le peptide Ova p257-264 est un octapeptide corresppndant au fragment de la 
sequence consensus de l'ovalbumine compris entre les acides amines en position 257 
15 a 264 de la s6quence de l'ovalbumine (extremites comprises). L'ovaibumine est utilise 
comme un peptide protecteur vis-a-vis de cellules tumorales exprimant rovalbumine. 
Protocole experimental 

Des souris C57BL/6 ont recu par injection sous-cutanee a la base de la queue 
200 ng de P40-Ova (■), de bUles couplees a I'Ova (O), d'Ova solubilisee (□), 
20 d'Ova-BS 3 (A) (BS 3 pour Bis (succinimidyl) Sub6rate), de P40 (<), ou de DT-Ova ( ) 
(DT pour Diphterique Toxoid). ; 
G6n6ration de cellules cytotoxiques effectrices 

7 jours apres immunisatiori, les souris sont sacrifices et les rates sont 
recuperees. Les cellules de rate (4.10 7 ) sont cultivees en flasque en DMEM avec 
25 l,5.10 6 deceUules E.G7 irradiees (4kRads). 
■ '. . Mesure de l'activite cytotoxique 

Les cellules thymomes EL4 pulsees ou non avec le peptide OVA ou 
transfectees avec le gene ova (lignee E.G7) sont incubees avec du 51 Cr a 37°C et 
cultivees avec les cellules effectrices obtenues ci-dessus. 

Le pourcentage de lyse specifique est calcute comme decrit a 1'exemple 4A. 
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Resultats 

Comme le montrent les figures 4 A a 4C, 1' immunisation de souris avec la 
proteine rP40 couptee ou en melange avec le peptide OVA induit une forte reponse 
CTL specifique. Cette reponse est similaire a celle observee apres immunisation avec 
5 le temoin positif, a savoir les billes couplees a rovalbumine (voir figures 4A et 4B). 
Par contre, l 1 immunisation avec l'ovalbumine soluble, ova-BS 3 et DT-Ova n'est pas 
efficace. Ces resultats demontrent que la molecule rP40 couplee a un peptide 
immunogene permet d'induire une r6ponse CTL specifique in vivo, et ce sans l'ajout 
d' adjuvant. 
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REVENDTf! A Trnivg 



1/ Utilisation d'une proteine OmpA d'enterobacterie ou d'un de ses 
fragments pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a generer 
5 accroitre une reponse T cytotoxique contre un agent infectieux ou tine cellule 

tumorale. 

2/ Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que ladite 
composition pharmaceutique comprend en. outre, associe a ladite proline OmpA 
d'enterobacterie, un antigene ou un haptene specifique dudit agent infectieux ou de 
10 ladite cellule tumorale. 

3/ UtaisationseIonl'unedesrevendicationslet2,:carac^^^^^ 
ledit agent infectieux est une particule virale, une bact6rie ou un parasite. 

4/ Utilisation selon 1'une des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que 
ladite proteine OmpA d'ent6robacterie, ou Tun de ses fragments, est obtenue par un 
15 precede d'extraction a partir d'une culture de ladite enterobacterie. 

5/ Utilisation selon 1'une des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que 
ladite proteine OmpA d'enterobacterie, ou Tun de ses fragments, est obtenue par voie 
recombinante. 

6/ Utilisation selon -rune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que 
20 ladite enterobacterie est Klebsiella pneumoniae. 

7/ Utilisation selon la revendication 6, caracterisee en ce que la sequence 
d'acides amines de ladite proteine OmpA, ou Tun de ses fragments, comprend : 

a) la sequence d'acides amines de sequence SEQ ID N° 2 ; 

b) la sequence d'acides amines d'une sequence presentant une homoiogie d'au moins 
5 80 % avec la sequence SEQ ID N° 2 ; ou 

- c) la sequence d'acides amines d'un fragment d'au moins 5 acides amines d'une 
sequence telle que definie en a). 

8/ Utilisation selon 1'une des revendications 2 a 7, caracterisee en ce que 
ledit antigene ou haptene est choisi parmi les peptides, jes lipopeptides les 
polysaccharides, les oligosaccharides, les acides nucleiques, les lipides ou tout 
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compose capable de diriger specifiquement la reponse CTL contre ledit agent 
infectieux ou ladite cellule tumorale. 

91 Utilisation selon Tune des revendications 2 a 8, caracterisee en ce que 
ledit antigene ou haptene est couple ou melange avec ladite proteine OmpA ou l'un de 
5 ses fragments. 

10/ Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que ledit antigene 
ou haptene est couple par liaison covalente avec ladite proteine OmpA ou Tun de ses 
fragments. 

11/ Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que le couplage 
10 par liaison covalente est un couplage realise par synthese chimique. 

12/ Utilisation selon la revendication 11, caracterisee en ce qu'il est 
introduit un ou plusieurs elements de liaison dans ladite proteine OmpA, ou Tun de 
ses fragments, et/ou dans ledit antigene ou haptene pour faciliter le couplage 
chimique. 

15 13/ Utilisation selon la revendication 12, caracterisee en ce que ledit 

element de liaison introduit est un acide amine. 

14/ Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que le couplage 
entre ledit antigene ou haptene et ladite proteine OmpA, ou Tun de ses fragments, est 
realise par recombinaison genetique lorsque ledit antigene ou haptene est de nature 

20 peptidique. 

15/ Utilisation selon la revendication 14, caracterisee en ce que la 
composition phannaceutique comprend une construction nucleique codant pour ladite 
proteine hybride. 

16/ Utilisation selon la revendication 15, caracterisee en ce que ladite 
25 construction nucleique est contenue dans un vecteur, ou dans une cellule hote 
transformee capable d'exprimer ladite proteine hybride. 

17/ Utilisation selon Tune des revendications 1 a 16, pour la preparation 
d'une composition phannaceutique destinee a eliminer les agents infectieux ou a 
inhiber la croissance de tumeurs. 
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18/ Utilisation selon l'une des revendications 1 a 17, pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a trailer les maladies 
infectieuses comprenant les infections virales, bacteriennes, fongiques et parasitaires 
19/ Utilisation selon l'une des revendications 1 a 17, pour la preparation 
5 d'une Composition pnannaceutique destinee a prevenir ou a traiter les cancers 

20/ Utilisation selon la revendication 19, pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a traiter les cancers associes a un 
antigene tumoral. 

21/ Utilisation selon les revendications 19 et 20, pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee a prevenir les melanomes. 

22/ Utilisation selon l'une des revendications 1 a 21, caracterisee en ce que 
ladite composition pharmaceutique est vehiculee sous une forme permettant 
d'ameliorer sa stabilite et/ou son immunogenicite! 

23/ Utilisation selon la revendication 22, caracterisee en ce que ledit 
vehicule est un liposome, un vecteur viral contenant une constrnctio^ 
pour ladite proteine OmpA, ou l'un de ses fragments, ledit antigene oil haptene, ou 
ladite proteine hybride, ou une cellule bote transformee capable d'exprimer ladite 
proteine OmpA, ou 1'uh de ses fragments, ledit antigene ou haptene, ou ladite proteine 
hybride. 

24/ Utilisation selon l'une des revendications 15, 16 et 23, caracterisee en 
ce que ladite construction nucleique ou la construction nucleique contenue dans ledit 
vecteur ou ladite cellule hole transformee, comprend une sequence nucleique choisie 
parmi la sequence SEQ ID N» 1, l'un de ses fragments presentant au moihs 15 
nucleotides consecutifs de la sequence SEQ ID N° 1, ou une s6quence pr6sentant une 
homologie d'au moins 80 % avec l'une desdites sequences. 

25/ Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend dans 
un milieu pharmaceutiquement acceptable au moins une proteine OmpA 
d'enterobacterie, ouunde ses fragments, associee par melange ou par couplage a au 
moins un antigene ou un haptene associe ou specifique d'une cellule tumorale. 
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26/ Composition selon la revendication 25, caracterisee en ce que ladite 
proteine OmpA d'enterobacterie, pu l'un de ses fragments, est obtenue par un precede 
d'extraction a partir d'une culture de ladite enterobacterie. 

27/ Composition selon la revendication 25, caracteris6e en ce que ladite 
proteine OmpA d'enterobacterie, ou l'un de ses fragments, est obtenue par voie 
recombinants 

28/ Composition selon Tune des revendications 25 a 27, caracterisee en ce 
que ladite enterobacterie est Klebsiella pneumoniae. 

29/ Composition selon la revendication 28, caracterisee en ce que la 
sequence d'acides amines de ladite proteine OmpA, ou l'un de ses fragments, 
comprend : 

a) la sequence d'acides amines de sequence SEQ ID N° 2 ; 

b) la sequence d'acides amines d'une sequence presentant une homologie d'au moins 
80 % avec la sequence SEQ ID N° 2 ; ou 

15 c) la sequence d'acides amines d'un fragment d'au moins 5 acides amines d'une 
sequence telle que definie en a). 

30/ Composition selon l'une des revendications 25 a 29, caracterisee en ce 
que ledit antigene ou haptene est choisi parmi les peptides, les lipopeptides, les 
polysaccharides, les oligosaccharides, les acides nucteiques, les lipides ou tout 
20 compose capable de dinger specifiquement une reponse CTL contre ladite cellule 
tumorale. 

31/ Composition selon l'une des revendications 25 a 30, caracterisee en ce 
que ledit antigene ou haptene est couple par liaison covalente avec ladite proteine 
OmpA ou l'un de ses fragments. 
25 32/ Composition selon la revendication 31, caracterisee en ce que le 

couplage par liaison covalente est un couplage realise par synthese chimique. 

33/ Composition selon la revendication 32, caracterisee en ce qu'il est 
introduit un ou plusieurs 61ements de liaison dans ladite proteine OmpA, ou l'un de 
ses fragments, et/ou dans ledit antigene ou haptene pour faciliter le couplage 
30 chimique. 
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34/ Composition selon la revendication 33, caracterisee en ce que ledit 
element de liaison introduit est un acide amine. 

35/ Composition selon la revendication 31, caracterisee en ce que Ie 
couplage entre ledit antigene ou haptene et ladite proteine OmpA, ou Tun de ses 
fragments, est realise par recombinaison genetique lorsque ledit antigene ou haptene 
est de nature peptidique. 

36/ Composition selon la revendication 35, caracterisee en ce que la 
composition pharmaceutique comprend une construction nucleique codant pour la 
proteine hybride obtenue apres ledit couplage. 

37/ Composition selon la revendication 36, caracterisee en ce que ladite 
construction nucleique est contenue dans un vecteur, ou dans une cellule note 
transformee capable d'exprimer ladite proteine hybride. * 

38/ Composition selon 1' une des revendications 36 et 37, caracterisee en ce 
que ladite construction nucleique comprend Une sequence nucleique choisie parmi la 
sequence SEQ ID N° 1, 1'un de ses fragments presentant au moins 15 nucleotides 
consecutifs de la sequence SEQ I D N° 1, ou une sequence presentant une hpmologie 
d'au moins 80 % ayec la sequence SEQ I D N° 1. 

39/ Composition selon l'une des revendications 25 a 38, caracterisee en ce 
que ladite composition pharmaceutique est vehiculee sous une forme permettant 
d'ameliorer sa stabilite et/ou son immunogenicite. 

40/ Composition selon la revendication 39, caracterisee en ce que ledit 
vehicule est un liposome, un vecteur viral contenant une construction nucleique codant 
pour ladite proteine OmpA, ou 1'un de ses fragments, ledit antigene ou haptene, ou 
ladite proteine hybride, ou une cellule hote transform6e capable d'exprimer ladite 
proteine OmpA, ou 1'un de ses fragments, ledit antigene ou haptene, ou ladite proteine 
hybride. . ■ 

41/ Composition selon l'une des revendications 25 a 40, caracterisee en ce 
que ledit milieu pharmaceutiquement acceptable est constitu6 d'eau, d 'une solution 
aqueuse saline ou d'une solution aqueuse a base dedextrose et/ou de glycerol. 

42/ Composition selon l'une des revendications 25 a 41, caracterisee en ce 
que ladite composition contient en outre un d6tergent. 
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43/ Composition selon Tune des revendications 25 a 42, sans autre adjuvant 
peimettant d'induire une reponse CTL. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> PIERRE FAB RE MEDICAMENT 

<120> UTILISATION D'UNE PROTEINE OmpA D ' ENTEROBACTERIE 

ASSOCIEE A UN ANT I GENE POUR GENERER UNE REPONSE CYTOTOXIQUE ANT I VI RALE, 
ANTI PARAS ITAI RE OU ANT I TUMORAL E 

<130> D17921 

<150> FR 99 01917 
<151> 1999-02-17 

<160> 4 

<170> Patentln Ver. 2-1 

<210> 1 
<211> 1035 
<212> ADN 

<213> Klebsiella pneumoniae 
<220> 

<221> exon 

<222> (1)..<1032) 

<220> 

<221> intron 

<222> (1033) . . (1035) 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(1032) 

<400> 1 

atg aaa gca att ttc gta ctg aat gcg get ccg aaa gat aac acc tgg 4 8 
Met Lys Ala lie Phe Val Leu Asn Ala Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp 
1 5 10 15 

tat gca ggt ggt aaa ctg ggt tgg tec cag tat cac gac acc ggt ttc 96 
Tyr Ala Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser Gin Tyr His Asp Thr Gly Phe 
20 25 30 

tac ggt aac ggt ttc cag* aac aac aac ggt ccg acc cgt aac gat cag 144 
Tyr Gly Asn Gly Phe Gin Asn Asn Asn Gly Pro Thr Arg Asn Asp Gin 
35 40 45 



ctt ggt get ggt gcg ttc ggt ggt tac cag gtt aac ccg tac etc ggt 192 
Leu Gly Ala Gly Ala Phe Gly Gly Tyr Gin Val Asn Pro Tyr Leu Gly 
50 55 60 

ttc gaa atg ggt tat gac tgg ctg ggc cgt atg gca tat aaa ggc age 240 
Phe Glu Met Gly Tyr Asp Trp Leu Gly Arg Met Ala Tyr Lys Gly Ser 
65 70 75 80 



gtt gac aac ggt get ttc aaa get 
Val Asp Asn Gly Ala Phe Lys Ala 
85 

ctg ggt tac ccg ate act gac gat 
Leu Gly Tyr Pro lie Thr Asp Asp 



cag ggc gtt cag ctg acc get aaa 288 
Gin Gly Val Gin Leu Thr Ala Lys 
90 95 

ctg gac ate tac acc cgt ctg ggc 336 
Leu Asp lie Tyr Thr Arg Leu Gly 
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ggc atg gtt tgg cgc get gac tec aaa ggc aac tac get tct acc ggc 384 
Gly Met Val Trp Arg Ala Asp Ser Lys Gly Asn Tyr Ala Ser Thr Gly 
115 120 125 

gtt tec cgt age- gaa cac gac act ggc gtt tec cca gta ttt get ggc 432 
Val Ser Arg Ser Glu His Asp Thr Gly Val Ser Pro Val Phe Ala Gly 
130 135 140 

ggc gta gag tgg get gtt act cgt gac ate get acc cgt ctg gaa tac 480 
Gly Val Glu Trp Ala Val Thr Arg Asp lie Ala Thr Arg Leu Glu Tyr 
145 150 155 160 

cag tgg gtt aac aac ate ggc gac gcg ggc act gtg ggt acc cgt cct 528 
Gin Trp Val Asn Asn He Gly Asp Ala Gly Thr Val Gly Thr Arg Pro 
165 170 175 

gat aac ggc atg ctg age ctg ggc gtt tec tac cgc ttc ggt cag gaa 576 
Asp Asn Gly Met Leu Ser Leu Gly Val Ser Tyr Arg Phe Gly Gin Glu 
180 185 190 

gat get gca ccg gtt gtt get ccg get ccg get ccg get ccg gaa gtg 624 
Asp Ala Ala Pro Val Val Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Glu Val 
195 200 205 



get acc aag cac ttc acc ctg aag tct gac gtt ctg ttc aac ttc aac 
Ala Thr Lys His Phe Thr Leu Lys Ser Asp Val Leu Phe Asn Phe Asn 
210 215 220 



672 



aaa get acc ctg aaa ccg gaa ggt cag cag get ctg gat cag ctg tac 720 
Lys Ala Thr Leu Lys Pro Glu Gly Gin Gin Ala Leu Asp Gin Leu Tyr 
225 230 235 240 

act cag ctg age aac atg gat ccg aaa gac ggt tec get gtt gtt ctg 768 
Thr Gin Leu Ser Asn Met Asp Pro Lys Asp Gly Ser Ala Val Val Leu 
245 250 255 

ggc tac acc gac cgc ate ggt tec gaa get tac aac cag cag ctg tct 816 
Gly Tyr Thr Asp Arg He Gly Ser Glu Ala Tyr Asn Gin Gin Leu Ser 
260 265 270 

gag aaa cgt get cag tec gtt gtt gac tac ctg gtt get aaa ggc ate 864 
Glu Lys Arg Ala Gin Ser Val Val Asp Tyr Leu Val Ala Lys Gly He 
275 280 285 

ccg get ggc aaa ate tec get cgc ggc atg ggt gaa tec aac ccg gtt 912 
Pro Ala Gly Lys lie Ser Ala Arg Gly Met Gly Glu Ser Asn Pro Val 
290 295 300 

act ggc aac acc tgt gac aac gtg aaa get cgc get gee ctg ate gat 960 
Thr Gly Asn Thr Cys Asp Asn Val Lys Ala Arg Ala Ala Leu He Asp 
305 310 315 320 

tgc ctg get ccg gat cgt cgt gta gag ate gaa gtt aaa ggc tac aaa 1008 
Cys Leu Ala Pro Asp Arg Arg Val Glu He Glu Val Lys Gly Tyr Lys 
325 330 335 

gaa gtt gta act cag ccg gcg ggt taa 1035 
Glu Val Val Thr Gin Pro Ala Gly 
340 
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<210> 2 
<211> 344 
<212> PRT 

<213> Klebsiella pneumoniae 
<400> 2 

Met Lys Ala lie Phe Val Leu Asn Ala Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp 
1 5 10 15 

Tyr Ala Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser Gin Tyr His Asp Thr Gly Phe 
20 25 30 

Tyr Gly Asn Gly Phe Gin Asn Asn Asn Gly Pro Thr Arg Asn Asp Gin 
35 40 45 

Leu Gly Ala Gly Ala Phe Gly Gly Tyr Gin Val Asn Pro Tyr Leu Gly 
50 55 60 

Phe Glu Met Gly Tyr Asp Trp Leu Gly Arg Met Ala Tyr Lys Gly Ser 
65 70 75 80 

Val Asp Asn Gly Ala Phe Lys Ala Gin Gly Val Gin Leu Thr Ala Lys 
85 90 95 

Leu Gly Tyr Pro lie Thr Asp Asp Leu Asp He Tyr Thr Arg Leu Gly 
100 105 110 

Gly Met Val Trp Arg Ala Asp Ser Lys Gly Asn Tyr Ala Ser Thr Gly 
115 120 125 

Val Ser Arg Ser Glu His Asp Thr Gly Val Ser Pro Val Phe Ala Gly 
130 135 140 

Gly Val Glu Trp Ala Val Thr Arg Asp He Ala Thr Arg Leu Glu Tyr 
145 150 155 160 

Gin Trp Val Asn Asn He Gly Asp Ala Gly Thr Val Gly Thr Arg Pro 
165 170 175 

Asp Asn Gly Met Leu Ser Leu Gly Val Ser Tyr Arg Phe Gly Gin Glu 
180 185 190 

Asp Ala Ala Pro Val Val Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Glu Val 
195 200 205 

Ala Thr Lys His Phe Thr Leu Lys Ser Asp Val Leu Phe Asn Phe Asn 
,210 215 220 

Lys Ala Thr Leu Lys Pro Glu Gly Gin Gin Ala Leu Asp Gin Leu Tyr 
225 230 235 240 

Thr Gin Leu Ser Asn Met Asp Pro Lys Asp Gly Ser Ala Val Val Leu 
245 250 255 

Gly Tyr Thr Asp Arg He Gly Ser Glu Ala Tyr Asn Gin Gin Leu Ser 
260 265 270 

Glu Lys Arg Ala Gin Ser Val Val Asp Tyr Leu Val Ala Lys Gly He 
275 280 285 
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Pro Ala Gly Lys lie Ser Ala Arg 
290 295 

Thr Gly Asn Thr Cys Asp Asn Val 
305 310 

Cys Leu Ala Pro Asp Arg Arg Val 
325 

Glu Val Val Thr Gin Pro Ala Gly 
340 



Gly Met Gly Glu Ser Asn Pro Val 
300 

Lys Ala Arg Ala Ala Leu lie Asp 
315 320 

Glu lie Glu Val Lys Gly Tyr Lys 
330 335 



<210> 3 
<211> 10 
\ <212> PRT 
<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> Peptide derive de l'antigene Mart-l/MelanA exprime 
par les cellules de melanome. 

<400>l3 

Glu Leu Ala Gly lie Gly lie Leu Thr Val 
1 5 10 



<210> 4 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Derive de la tyrosinase-related protein 2 (TRP-2) . 
<400> 4 

Val Tyr Asp Phe Phe Val Trp Leu 
1 5 
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